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論文内容要旨
 0.はじめに
 タンパク質は進化によってつくられた分子であり,そのアミノ酸配列を遺伝子型,立体構造や機能を
 表現型として最も小さいダーウィン進化のサイクルを考えることができる。タンパク質のダーウィン進
 化のサイクルで見られる現象の解析は,もっと複雑な進化のダイナミクスを理解する際の基礎となるこ
 とカf期待される。
 Lイントロダクション
 タンパク質の立体構造はアミノ酸配列によって決定され,その立体構造は天然状態における自由エネ
 ルギー最低状態に対応していると考えられている。タンパク質の決まった立体構造へのフォールド能力
 とフォールディング過程は,様々な立体構造に対してエネルギーをプロットしたエネルギー地形によっ
 て説明される。すなわちタンパク質は天然構造を最低エネルギーとしたファネル状のエネルギー地形を
 持っており,フォールディングはそのエネルギー而上の拡散過程であると理解される。
 しかしフォールド能力は,ポリペプチドの一般的な性質ではない。ランダムなアミノ酸配列を持つポ
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 リペブチドは乱れた構造しかとることができないが,これはでこぼこのエネルギー地形を持つためと考
 えられている。しかし進化分子工学と計算機シミュレーションによ1),機能を持つということをアミノ
 酸配列の選択基準として変異と選択のサイクルを繰り返すと,ランダムポリペプチドから機能とフォー
 ルド能力を持つポリペプチドが生じることが示されている。これよりフォールド能力は機能と同様,進
 化過程で獲得されてきたと考えることが可能であり,もしそうならば,タンパク質のフォールディング
 ダイナミクスは進化過程におけるファネルの形成の歴史の影響をうけることとなる。従ってフォールデ
 ィングを進化の視点からとらえることは重要であると考えられるが,天然タンパク質はすでにフォール
 ド能力を獲得しており,進化の初期にフォールド能力を獲得した過程を直接知ることはできない。そこ
 で計算機を用いて,ランダムポリペプチドから機能と立体構造をもつアミノ酸配列が現れる過程のシミ
 ュレーションを行ない,解析を行った。
 IL経験的ポテンシャルを用いたタンパク質のフォールディングシミュレーション
 タンパク質のフォールディングは,現象の時間の長さ,関与する原子の数を考えると,全原子モデル
 によ・)てシミュレーションするのは難しい。そこでポリペプチドを,各残基に対応するビーズがばねで
 繋がった紐と粗視化したモデルを用いることとし,ランジュバンダイナミクスによりフォールディング
 シミュレーションを行なった。各残基のビーズの座標は側鎖の特徴を反映しやすいようにC.,原子の座標
 を表すこととし,残基問に働く相互作川には経験的ポテンシャルを用いた。経験的ポテンシャルはタン
 パク質の立体構造データベースより統計的に作成した。
 このポテンシャルを評価するためにDNA結合タンパク質のフォールディングシミュレーションを行っ
 た。DNA結合タンパク質の立体構造は経験的ポテンシャルの作成に用いていないが,7』2.0で50回行った
 約!/3のフォールディングシミュレーションにおいて,PDBに登録されている立体構造とよく似、た立体構
 造にフォールドする様子が観察された。
 lII.タンパク質の進化シミュレーション
 生物にとっての重要性を考え,進化シミュレーションにおけるアミノ酸配列の選択基準として機能を
 採択した。タンパク質の機能は基質と直接相互作用する活性部位の残基によってほぼ決定される。そこ
 でDNA結合タンパク質のDNA結合部位のうち,保存されているC末付近の4残基を活性部位とし,その立
 体配置を理想とする標的立体配貴とした。47残基からなるポリペプチドの活性部位の立体配置が標的立
 体配置に近いときには,活性が高いと定義した。
 タンパク質の進化過程のシミュレーションはランダムアミノ酸配列を初期世代として,機能をアミノ
 酸配列の選択条件とした,配列空間のモンテカルロ法により行なった。各世代のアミノ酸配列の活性は,
 フォールディングシミュレーションを50回行ない,得られた立体構造を用いて評価した。1残基置換によ
 る次世代の候補配列の作成と活性の評価を200世代繰り返した。進化シミュレーションは50回行った。
 200世代の中でフォールド能力が最も高くなった世代の活性とフォールド能力を,DNA結合タンパク質
 について同様に計算した結果と比較したところ50回のうち3!回のシミュレーションにおいてDNA結合タ
 ンパク質と同程度以上の能力を持つアミノ酸配列が生じていることがわかった。またこれらの進化シミ
 ュレーションから得られた立体構造は,活性部位としたサイトの立体配置はよく似、ていたが,全体の立
 体椎造はシミュレーションごとに異なっていた。
 iv.進化過程と進化により生じたアミノ酸配列のフォールディング過程における立体構造形成の様子の
比較
 機能とフォールド能力を持つアミノ酸配列が得られた3!回の進化シミュレーションについて,進化過
 程と進化したアミノ酸配列のフォールディング過程における立体構造形成の様子を比較した。両者を比
 較するための共通の時間軸としてフォールド能力が最も高くなった世代の立体構造の形成度を川いた。
 一154一
 立体構造の形成度は以下のように決定した。
 フォールディングシミュレーションの各ステップの構造は残基間のコンタクトによってあらわす。各
 世代の構造は,50回のフォールディングシミュレーションの最終ステップ構造において共通して存在し
 ているコンタクトによってあらわす。立体構造の形成はコンタクトの生成と消滅を繰り返しながら進む
 ため,壊れなくなった,すなわち“確定"しているコンタクトに着目する。フォールド能力が最も高く
 なった世代の構造をあらわすコンタクトのうち,確定しているコンタクトの割合が立体構造の形成度で
 ある。これを用いて進化,フォールディングシミュレーションにおいて此ブ番目の残基問コンタクトが確
 定するタイミングを(2,押,(211」'「'とあらわした。
 フォールディングシミュレーションごとにQilh'`ノは異なるため,σbノ【∫=0.5においてオとブ番]の残基間コン
 タクトが生じているフォールディングシミュレーションの割合月ソ酬をq、一と比較した。その結果,機能と
 フォールド能力を持つアミノ酸配列が得られた31回の進化シミュレーションの約半数において,(?孔、副と
 1一石,側の相関係数が0.6以上となった。また,ある進化過程における(?,、副をそれとは異なる進化シミュレー
 ションから得られたアミノ酸配列のフォールディングにおける!峨、剛と比較したところ,相関は見られな
 かった。さらに活性部位の4残基をアミノ酸配列Eの遠くに配置した場合でも,機能とフォールド能力を
 持つアミノ酸配列が生じ,進化とその結果のアミノ酸配列のフォールディングにおける立体構造形成の
 間に相関が見られた。
 2つの立体構造形成過程に相関がみられたという現象は次のように説明される。進化の各世代において,
 それより以前に生じている残基間相互作川を大きく変化させる変異は,活性部位の立体配置を不安定化
 させるので許容されにくい。したがって新しく一生じる相互作用はこれまでに確定している相互作用に付
 け加わるかたちとなり,立休構造やフォールディング過程を大きく変化させない。そのような変異が積
 み重なることにより立体構造が生じた場合,得られたアミノ酸配列のフォールディング過程は,進化に
 おける立体構造形成の様子を再現するように見える。また立体構造形成過程の相関の大きさは,初期ア
 ミノ酸配列のエネルギー地形が持つフラストレーションの大きさや,進化の過程によって変化すると考
 えられる。
 V.まとめ
 経験的ポテンシャルを用いてタンパク質進化の計算機シミュレーションを行った。機能に関するアミ
 ノ酸配列の選択によって,ランダムアミノ酸配列から機能とフォールド能力を持つアミノ酸配列を得た,
 得られたアミノ酸配列のフォールディングを,進化シミュレーションにおける立体構造変化と比較した.、
 その結果,フォールディングが進化過程における、ン1体構造形成の過程を再現している場合があることが
 わかった。この結果は,タンパク質のエネルギー地形が広い範囲で進化によってデザインされており,
 構造空間におけるダイナミクスと,アミノ酸置換による立体構造変化が,天然構造の周辺上り、外において
 も類似している可能性を示唆している。
 機能によるアミノ酸配列の選択が実際の進化で果たした役割は明屍)かではないが,本研究で示したよ
 うな機能と立体構造が共に進化するというシナリオは,天然のタンパク質においてフ・!一一ルディングの
 初期に相互作用を形成する部位と活性部位が一致している例が多いことを説明することができる。また
 最近知られるようになった細胞内で乱れた構造をとるタンパク質の存在は,種分化や機能分化の際に部
 分的な立体構造のみが生じていた可能性を示しており.立体構造は同じだがフォールディング過程が異
 なるタンパク質の存在も説明することができる.
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 論文審査の結果の要旨
 タンパク質のエネルギー地形は,天然構造においてすべての相互作用が安定化するように,進化によ
 って設計されていると考えられている。進化過程におけるアミノ酸配列の変化は,こうしたエネルギー
 地形に関する条件を満たすような変化であろうから,アミノ酸配列が保存されている部位は,フォール
 ディング過程でも重要な部位であることが想像される。このように,進化過程がフォールディング過程
 に与える影響は,重要な問題として最近活発に議論されるようになった。しかし現在の天然に存在して
 いるタンパク質からは,進化の結果についての情報しか得ることができず,タンパク質のエネルギー地
 形の生成過程とタンパク質フォールディングの関係を直接調べることはできない。
 本研究では,ポリペプチドが進化によってフォールド能力を獲得していく過程が,その結果得られる
 アミノ酸配列のフォールディング過程にどのような影響をあたえるかを明らかにすることを目的として,
 タンパク質進化の計算機シミュレーションを行なった。進化過程における立体構造形成と,進化の結果
 得られたアミノ酸配列のフォールディング過程における立体構造形成の様子を比較し,以下のような成
 果を得た。
 シミュレーションモデルの中で活性部位として指定した場所の立体配置が,ある標的とする立体配置
 に近い場合に機能が高いと考え,この機能が向上するようにアミノ酸配列の選択を行なった結果,ラン
 ダムアミノ酸配列を初期世代として,高い機能と同時にフォールド能力を併せ持つアミノ酸配列を得た。
 タンパク質フォールディングの理論的研究において広く用いられている指標を応用して,進化過程の各
 世代のアミノ酸配列がとる立体構造の世代にそった変化をあらわし,進化過程とフォールディングとい
 う異なる時間スケールにおける立体構造形成過程を比較した。その結果,フォールド能力を持つアミノ
 酸配列のフォールディングと,そのアミノ酸配列が生じた進化過程における立体構造形成過程が相関し
 ている場合があることを見出した。
 この結果は,タンパク質のエネルギー地形が天然構造の周辺だけでなく,大きな構造変化を含めた広
 い範囲においても進化によって設計されており,立体構造形成ダイナミクスがその影響をうけているこ
 とを示唆している。タンパク質のフォールディングとダイナミクスの設副'原理を理解する研究の先駆け
 として重要な意味をもつものである。
 以上のように,本論文は同人が自立して研究活動を行なうに必要な高度の研究能力と学識を有してい
 ることを示している。従って,長尾知生子提出の論文は,博士(理学)の学位論文として合格と認める。
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